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适于常规血药浓度监测的 LC/ LC2UV卡马西平方法研究
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摘要 : 目的 　建立基于 LC/ LC2UV 系统的卡马西平血药浓度测定的方法 , 此方法适于长期的治疗药物浓度监测。
方法 　LC1 色谱柱为 FRO - XB C18 (33 mm ×416 mm , 5μm , UAC) , 流动相为水2乙腈 (60 ∶40 , v/ v) , 流速为
110 mL ·min - 1 , 检测波长为 286 nm , 温度为 45 ℃; LC2 系统中色谱柱为 UC - XB C18 (250 mm ×416 mm ,
5μm , UAC) , 流动相为 013 %的醋酸铵 (用甲酸调 p H 到 6150) 2乙腈 (75 ∶35 , v/ v) , 流速为 112 mL ·min - 1 ,
检测波长为 286 nm ; 聚焦溶液为二次蒸馏水 , 进样聚焦流速为 315 mL ·min - 1 , 目标物从 LC1 转移到 LC2 聚焦流
速为 110 mL ·min - 1 , 中心切换窗口为 1109～1160 min ; 定量环为 200μL 。结果 　卡马西平在 1110～21130μg ·
mL - 1线性关系良好 , 平均相关系数为 01999 4 , 最低定量浓度为 1510 ng ·mL - 1 。日内、日间 RSD 均 < 10 % (n =
6) 。结论 　本方法准确性高、精密度好、操作步骤少、耐受性强且易于实现质量控制 , 适合于长期的卡马西平常规
血药浓度监测。
关键词 : L C/ LC2UV ; 治疗药物监测 ; 卡马西平 ; 质量控制
中图分类号 : R96911 , R92712 　　　　文献标识码 : A 　　　　文章编号 : 167222981 (2009) 0820589205
Routine quantitative measurements of carbamazepine
in the plasma by LC/ LC2UV
J IAN G De2bao1 , XIAO Yi2wen2 , L I Ke4 , YU Zhi2ying3 , WAN G Feng2 3 (1 . L uohe Hos pital Pharmacy of B ei2
j i ng , B ei j ing 101149 ; 2. The Cl inical Pharmacy and Pharmacology I nsti tute , Second X iangy a Hos pital , Cent ral
S outh Universit y , Changsha 410011 ; 3 . Department of Pharmacy People’s Hos pital , B ei j ing Universit y , B ei j ing
100044 ; 4 . Department of B iochemist ry , X iamen Universit y , X iamen Fuj ian 361005)
Abstract : Objective 　 To establish a routine analytical method for the determination of carbamazepine by LC/ L C2UV ,
and for the therapeutic drug monitoring of carbamazepine1 Methods 　LC1 system column was FRO2XB C18 (33 mm ×
416 mm , 5μm , UAC) , with mobile phase consisting of water2acetonit rile (60 ∶40 , v/ v) at the flow rate of 110
mL ·min - 1 . The detection wavelength was 286 nm and column temperature was 45 ℃. LC2 system column was UC2
XB C18 (250 mm ×416 mm , 5μm , UAC) , with mobile phase consisting of 013 % ammonium acetate (p H 6150 adjus2
ted by formic acid) 2 acetonit rile (75 ∶35 , v/ v) at the flow rate of 112 mL ·min - 1 . The detection wavelength was
286 nm and column temperature was 45 ℃. The focusing solution was redistilled water and flow rate of injection was
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峰 , 男 , 主管药师 , 主要从事复杂基质化学物质分析与色谱新技术研究 , Tel : (0731) 85292099 , 13974805326 , E2mail : Roitech @
1261com
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315 mL ·min - 1 . Flow of t ransferring was 110 mL ·min - 1 , and the windows of“heart cutting”was 1109～1160
min. The sample loop volume was 200μL . Results 　The linearity range of carbamazepine was 1110～21130μg ·mL - 1
( r = 01999 4) . The limit of quantification was 1510 ng ·mL - 1 . The int ra2day and inter2day precision and RSD was <
10 % ( n = 6) . Conclusion 　The method is accurate , fast , simple , and easy to establish quality control , the method is
the routine blood drug moniter of carbamazepine.
Key words : L C/ LC2UV ; therapeutic drug monitoring ; carbamazepine ; quality control
　　治疗药物监测 (therapeutic drug monitoring , TDM) 是




在 CBZ血药浓度测定方法中 , 美国 Abbott 公司开发的
TDX 仪是一种自动化的血药浓度测定仪 , 因 CBZ 测定方法
程序化、标准化程度高以及具有完善的质量控制技术而适合
于长期的、大量的 CBZ 血药浓度常规监测工作 , 但高分析
成本及昂贵的仪器成为限制其广泛应用的主要原因。有关采
用各种样品前处理结合 HPLC2UV 的方法进行 CBZ 治疗药
物监测的方法报导很多 [124 ] , 似乎证明这是一种成熟的方法 ,
但我国卫生部临床检验中心开展的质量评价 ( EQA) 显示
以 HPLC 方法为基础的 CBZ 血药浓度测定结果准确度与精
密度远小于 TDX仪 , 且中国采用 HPLC 方法进行 CBZ血药
浓度监测的实验室很少有开展完善的、长期的室内质量控制
工作 , 这与以 HPLC 法为基础的测定方法不可控步骤多、
方法耐久度差、测定耗时长以及质量控制投入成本高导致的
难以标准化与程序化密切相关。
L C/ LC2UV 是通过阀系统将两套独立的 HPLC 联合应
用的系统 , 通常一级液相色谱 (LC1) 负责样品富集与分
离 , 二级液相色谱 (LC2) 负责分离检测 , 但与 ON2L IN E
SPE 结合 HPLC 相比 [5 ,6 ] , LC/ LC2UV 系统在方法建立、运
行质量监控及联合应用系统功能发展上具有明显优势与不
同。本 LC/ LC2UV 方法测定准确、不可控步骤及操作步骤
少、操作人员依赖性低、方法耐久度高且易于实现长期质量
控制等特点 , 因而适于长期的 CBZ常规血药浓度监测。
1 　材料
111 　药物与试剂
卡马西平对照品 (含量 > 9910 % , 批号 : 013829702 ,
中国药品生物制品检定所) ; 乙腈 ( Georgetown1Ont , Cana2
da , 色谱级) 、甲酸 (长沙福滋堂生物技术开发有限公司 ,
AR) 、醋酸胺 (长沙安泰精细化工实业有限公司 , AR ,
20070924) , 空白血浆和患者血浆由本院临床科室提供 ; 二
次蒸馏水为本院自制。
112 　设备与仪器
LC/ LC2UV 系统由 2 个公司产品组成 , 一级液相系统
(LC1) 为 FRO22020 专用前级液相系统 ( UAC Co. , Ltd ,
China) , 包括 FRO - P2020 高压色谱泵、FRO - F2020 聚焦
泵、FRO - D2020 紫外检测器 , 7725i 手动进样阀 ( Rheod2
yne , USA , 定量环为 200μL) , 自动控制二位六通阀以及
Frotimate 311 前级系统控制工作站 ; 二级液相系统 (LC2)
为岛津 LC - 10A 高效色谱仪 (Shimadzu Corporation , Kyo2
to , J apan) , 主要组件包括 LC - 10A Tvp 色谱泵 , D GU -
14A 脱气机 , FCV - 10ALvp 比例阀 , SPD - 10Avp 检测器、
FCV - 10ALvp 系统控制器以及 CLASS - V P512 工作站。
XW - 80A 漩涡混合器 (琪特分析仪器有限公司) , T G16 -
WS 台式高速离心机 (赛特湘仪离心机仪器有限公司) ,
A G285 电子天平 (MET TL ER TOL EDO , Switzerland) 。
2 　方法
211 　LC/ LC2UV 运行参数
LC1 色谱柱为 FRO - XB C18 (33 mm ×416 mm , 5μm ,
UAC) , 流动相为水2乙腈 (60 ∶40 , v/ v) , 流速为 110 mL ·
min - 1 , 检测波长为 286 nm。LC2 色谱柱为 UD - XB C18
(250 mm ×416 mm , 5μm , UAC) , 温度 45 ℃, 流动相为
013 %的醋酸铵 (用甲酸调 p H 到 6150) 2乙腈 (75 ∶35 , v/
v) , 流速为 112 mL ·min - 1 , 检测波长为 286 nm。LC1 与
LC2 2 种状态图见图 1 , 2 种状态切换时间程序见表 1。
图 1 　L C/ LC2UV 系统的 2 种状态
Fig 1 　L C/ LC2UV system of 2 states
11 低压梯度泵 (low pressure gradienl pump) ;21 分析色谱柱 (analy tical column) ; 31LC1 系统检测器 ( detector of L C1) ; 41LC2 系统检测器
(detector of LC2) ; 51 萃取色谱柱 (ext ractur column) ; 61 手动进样阀 (manual injector) ;71 高压二元泵 ( binary high pressare gradient pwnp) ;
81 F1 , F2 为聚焦流路[focus flow ( F1 , F2) ]
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表 1 　LC/ LC时间窗口设定程序
Tab 1　Program of LC/ LC time window
时间 (min) 设备 (inst rument) 动作 (action) 值 (value) 功能 (function)
0101～015 LC1 聚焦流速 31 5 mL ·min - 1 进样聚焦
01 5～11 4 LC1 萃取泵流速 1 mL ·min - 1 去除窗口前杂质
1109～116 六通阀 阀切换 1 , 2 状态切换 目标物由 L C1 向 L C2 转移
1109～116 LC2 聚焦泵流速 1 mL ·min - 1 在 LC2 分析柱上聚焦
116～12 LC2 分析泵流速 11 2 mL ·min - 1 目标物在 L C2 分析柱上分离检测
212 　样品处理
取 ED TA 抗凝的血浆样品 300μL , 加入乙腈 019 mL ,
漩涡振荡 1 min , 12 000 r ·min - 1 离心 10 min (离心力为






取对照品适量加入 10 mL 容量瓶中 , 用蒸馏水定容至
刻度 , 使 CBZ浓度为 20μg ·mL - 1 , 取以上溶液 013 mL 加
入 115 mL 的 EP 管中 , 加入 019 mL 乙腈 , 漩涡振荡 30 s。
设定进样聚焦流速为 3 mL ·min - 1 , 聚焦时间为 015 min ,
取样品进样 600μL , 根据 LC1 系统工作站中 CBZ峰宽与保
留时间 , 设定中心切割窗口为 1109～116 min (见图 2) 。
图 2 　 LC1 上 CBZ 色谱图 (相当于样品中 CBZ 浓度为 20 μg ·
mL - 1)
Fig 2 　CBZ chromatogram of L C1 system ( CBZ concent ration was
20100μg ·mL - 1)
312 　LC2 上色谱行为
取对照品适量加入 10 mL 容量瓶中 , 用蒸馏水定容至
刻度 , 使 CBZ浓度为 216μg ·mL - 1 , 取以上溶液 013 mL
加入 11 5 mL 的 EP 管中 , 加入 019 mL 乙腈 , 漩涡振荡
30 s。设定运行参数如表 1 , LC2 中色谱图中前 6 min 基线
下凹是由溶剂在 LC1 与 LC2 系统中转移造成 , 约 5 min 后
基线平稳 , 空白血样中色谱图中存在一些峰面积较小的内源
性色谱峰 , 但与 CBZ 达到完全的分离。LC2 中色谱图显示
CBZ色谱峰型对称 , 半峰宽为 0157 , 保留时间为 1115 min ,
有效塔板数为 17 363 (见图 3) 。
313 　萃取回收率与线性
配置浓度为 2110、5130、21130 μg ·mL - 1 的低、中、
高浓度的 CBZ质控品 , 按 214 项下进行样品处理 , 与不经
过处理的 CBZ 对照品溶液峰面积比较 , 计算样品萃取回收
率 , 结果低、中、高浓度的萃取回收率分别为 9412 % ±
3164 %、9313 % ±4126 %、9516 % ±2176 %。结果显示样品
简单处理与经色谱分析后的回收率完全及稳定。
　　在 111～2113μg ·mL - 1均匀取点 , 配置浓度为 1110、
2110、3120、5130、10110、21130μg ·mL - 1的质控品 , 每
图 3 　LC2 系统上色谱图
Fig 3 　Chromatography of L C2 system
A. 空白血浆色谱图 (blank plasma) ; B. 空白血浆加入对照品色谱
图 (相当于样品中 CBZ 浓度为 216 μg ·mL - 1 ) [ CBZ (21 60 μg ·
mL - 1) in blank plasma %] ; C. 对照品色谱图 (CBZ) ; D. 持续服
药 (200 mg , Bid) 患者血药谷浓度 ( CBZ in a patient palsma after
single oral administ ration 200 mg) ;
日处理 1 个系列 , 连续处理 5 d , 以浓度为自变量 , 峰面积
为因变量 , 按 1/ x 权重拟合工作曲线 , 结果显示工作曲线具
备良好的重复性 , 斜率与截距的平均与偏差见表 2。
表 2 　校准曲线的斜率、截距与相关系数









1 128 462 12 139 01 999 5
2 123 914 9 748 01 999 5
3 130 522 10 673 01 999 6
4 127 649 9 952 01 999 2
5 125 795 11 071 01 999 4
MEAN 127 268 10 717 01 999 4
SD 2 5281 7 95813
SE 1 0321 3 39112
314 　灵敏度
最低检测限 (LOD) 以重复进样 20 次 , CBZ 响应与空
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白响应比较最少 3 倍来计算。最低定量限计算以 CBZ 色谱
峰完全达到基线分离 , 重现性的精密度 < 20 %且准确性在
80 %～120 %之间来计算。CBZ定量限分别为 510 ng ·mL - 1
与 1510 ng ·mL - 1 。
315 　精密度与准确性
日内精密度通过日内平行测定 CBZ质控品高、中、低 3
个浓度得到 ( n = 6) , 日间精密度通过每日测定高、中、低
3 个浓度 2 次 , 连续测定 6 d 的数据计算得到。准确度用测
得值/ 加入值 ×100 %表示 (相对回收率) 表示 , 精密度通过
计算日内与日间 RSD 值计算得到 , 结果见表 3。
表 3 　CBZ日内与日间准确度与精密度




/μg ·mL - 1
日内 RSD
(inter2day
variation) ( n = 6)
RSD % recovery %
日间 RSD
(int ra2day
variation) ( n = 6)
RSD % recovery %
2110 41 52 10312 5172 1021 5
5130 31 21 10115 4126 1011 7




几种可能协同使用的药物 , 结果苯妥英能在 L C2 上出色谱
峰 , 但与 CBZ完全分离 , 其他未见流出色谱峰。
317 　最佳条件下变异 (OCV) 与已知值质控血清常规条件
下变异 (RCV K)
测定前先对 LC/ LC - UV 系统分别进行流速、检测器、
吸量设备校正 , 用新的标准曲线测定质控品浓度 , 由本实验
室操作技能最好的人员依照“214”项方法进行处理和测定 ,
每种浓度各做 5 份 , 不同浓度分 5 次于同日内随机进行测
定 , 计算其平均值、标准差、相对回收率和变异系数 , 即为
OCV。
在 OCV 的基础上 , 由本实验室样品测定人员对同一批
号的质控每日随患者标本同时对 1 个随行质控进行测定 , 每
次质控的进样秩序均随机进行 , 根据低、中、高的顺序每种
浓度做 20 份 , 3 种不同浓度的质控在 3 个月内完成 , 计算其
平均值、标准差、相对回收率和变异系数 , 即为 RCV K。
OCV 与 RCV K值反映方法有长期运行的耐受性 , 也反映方
法最佳条件与常规条件下测定差别 , 结果 (见表 4) 显示该
方法耐受性良好 , RCV K与 OCV 接近。
















OCV ( n = 5) 21 10 2119 ±01 103 10413 4171
51 30 5142 ±01 175 10213 3122
21130 21192 ±01785 10219 3158
RCV K ( n = 20) 21 10 2121 ±01 138 10512 6125
51 30 5146 ±01 209 10417 3182
21130 21180 ±01900 10314 4111
4 　讨论
血浆直接进样因为直接、准确 , 成为 ON2L IN E 发展的
一个技术方向 , 本实验室测试过能直接进血样的 Oasis HLB
萃取柱 (211 mm ×20 mm , 25μm) , 采用正向中心切割模
式时 , 因为 HLB 萃取柱粒度比较大 , 柱效低 , 使得萃取柱










2 次相转移、有机相挥干、残渣定容等过程 , 而本方法样品
处理仅有的简单去蛋白过程以及 116 min 在线萃取时间消
耗 ; 离线的 HPLC 方法在经历一定次数进样后 (与样品处
理方式及浓缩倍数有关 , 浓缩倍数越大 , 杂质含量越大) 需
要用强溶剂清洗色谱柱上残留物质 , 避免造成基线波动以及
异常色谱峰干扰测定 , 而本方法不必清洗色谱柱 , 减少了时
间消耗 , 也减少了因色谱峰被干扰造成的重复进样带来的时
间消耗。此外离线方法通常需要选择内标 , 且必须调整合适
的条件使内标峰不受干扰 , 如内标保留时间在 CBZ 后面 ,
则会增加洗脱时间。以上 3 个方面使本方法比离线样品处理
消耗更少的时间。





误差 , 通常通过加入内标校准这种误差 , 这就要求内标具有
同样的提取性能 , 否则反而会增大分析的误差。本方法采用
大体积进样 , 被分析物从萃取柱通过“中心切割”完整的转
移到分析柱 , 通过转移聚焦使药物聚集在分析柱柱头上 , 使
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高效液相色谱2紫外检测法测定人血浆中
法罗培南的浓度及其生物等效性研究
梁雁1 , 诸兰振2 3 , 贺春晖3 (1. 湖南省常德市澧县人民医院药剂科 , 湖南 常德 　415500 ; 2. 湖南省常德市第四人民医
院药剂科 , 湖南 常德　415003 ; 3. 南京医科大学药学院 , 南京　210029)
摘要 : 目的 　建立高效液相色谱2紫外检测法 ( HPL C2UV) 测定人血浆中法罗培南浓度的方法 , 用于人体生物等效
性研究。方法 　采用随机双交叉实验设计 , 20 名健康受试者口服受试制剂和参比制剂 400 mg , 用 HPLC2UV 法测
定血浆中的法罗培南浓度。结果 　受试制剂和参比制剂的 AUC0～8分别为 (9182 ±4162) 和 (9156 ±4153) mg ·
h ·L - 1 ; Cmax分别为 (4182 ±2153) 和 (4176 ±2146) mg ·L - 1 ; tmax分别为 (0186 ±0135) 和 (0191 ±0132) h ;
t1/ 2分别为 (110 ±012) 和 (019 ±012) h。受试制剂的相对生物利用度为 10217 % ±1017 %。结论 　经统计学分析 ,
2 种法罗培南片剂具有生物等效性。
关键词 : 法罗培南 ; 药物动力学 ; 生物等效性 ; 高效液相色谱法
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HPLC determination of faropenem in human plasma and its bioequivalence
L IAN G Yan1 , ZHU Lan2zhen2 3 , H E Chun2hui (1. Department of Pharmacy , L i x ian People’s Hos pital , Chang2
de H unan 415500 ; 2 . Department of Pharmacy , Chang de Fourth Hos pital , Chang de H unan 415003 ; 3. S chool of
Pharmacy , N anj ing Medical Universit y , N anj ing , 210029)
Abstract : Objective 　 To establish an HPLC2UV method and to determine the pharmacokinetics and relative bioavail2
ability of faropenem tablet s in Chinese healthy volunteers. Methods 　Twenty healthy male volunteers received 400 mg
faropenem tablet s orally in a random crossover design. Drug concentrations in the plasma were determined by HPLC2
UV. Results 　The main pharmacokinetic parameters of the test tablet and reference tablet were as follows : AUC0～8 :
(9182 ±4162) vs (9156 ±4153) mg ·h ·L - 1 ; Cmax : (4182 ±2153) vs (4176 ±2146) mg ·L - 1 ; tmax : (0186 ±0135)
　　作者简介 : 梁雁 , 男 , 副主任药师 , 主要从事医院药学工作 , Tel :13307366866 , E2mail : blx1204 @1261com 　　3 通讯作者 : 诸兰振 ,
主要从事医院药学工作 , Tel :13974277977 , E2mail : cdzypxj0826 @yahoo1cn
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